小麦Lipid Transfer Proteinに対する酵素免疫測定法の確立 by 山口(村上), 友貴絵 et al.
平成17年12月(2005年) 一7一
小 麦Lipid Tｒansfer Proteinに こ対 す る
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Development of an Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
      for Lipid Transfer Protein from Wheat
Yukie  Murakami  Yamaguchi, Yuko Eda, Tsutomu Honjoh and Hiroshi Narita
  Human serum showing high IgE contents to wheat reacted with about 9 kDa protein in crude extract 
of wheat flour on Western analysis. The 9 kDa protein was purified from the extract by ammonium sulfate 
precipitation and anion-exchange, cation-exchange, and hydrophobic chromatography successively. The N-
terminal amino acid sequence of this protein was determined to be homologous to non-specific Lipid 
Transfer Protein (LTP). Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was constructed with 
rabbit polyclonal IgG raised against this protein. The detection limit of this ELISA was 5 ng/ml for wheat 
LTP and the cross-reactivity to barley LTP was negligible. Since 2002 in Japan, commercial ELISAs for gli-
adin were noticed ministerialy to use for the determination of the content of wheat proteins in foods. It is 
difficult for the noticed ELISA to be applied to fermented foods because of proteolysis of gliadin. However, 
LTP could be determined in soy sause and wheat-supplemented beer by our ELISA for LTP. It was shown 
that LTP is an appropriate target protein for the determination of ingredient contents even in fermented 
foods because of its proteolysis-resistant nature.
(Received September 3, 2005)
1.緒 言
 近年,ア レルギー物質を含む食品に起因する健康





布され,2002年 の4月 から,重 篤または症例数 の多
い卵,乳,小 麦,そ ば,落 花生の5品 目を特定原材
料 として,こ れ らを含む 旨の食品への表示が義務化
された。これに伴い,11月 には厚生労働省からこれ
らを定量す る方法 として森永生科学研究所1)お よび
日本ハム2)が開発したELISA法 が通知法 とし認定 さ
京都女子大学食物栄養学科食品学第一研究室
*(株)森 永生科学研究所
れた(食 発第1106001号)。 現在の ところ,こ れら
のELISA法 により10ｵg/mlま たは10ｵg/g含 有 レベ
ル以上の特定原材料を含有する食品について表示が
義務づ けられてい る3)。しかしなが ら,現 行 の通知
法には相同性 の高いタンパ ク質 同士の交差性の問
題 発酵食品のようにタンパク質が加水分解 された
食品については,実 際添加されてい る量 よりも低い
値しか定量できない ことなどい くつかの問題点があ
る。ペプチ ドでも大 きさによっては感作 ・発症が起
こる場合 もあ り,特 に小麦はパンや醤油,味 噌など
幅広い発酵食品に添加 されていることが多いので,
今後はペプチ ドも含めた定量が必要 となって くる。
 LTP(lipid transfer protein)は 分子量約9kDaの 低
分子量 タンパク質で,植 物に広 く分布する。立体構
造は8個 のシステイン残基による4対 のジスルフィ
ド結合 のため安定であ り,温 度やpHの 変化,ペ プ.















































































NuPAGE 10 % Bis-Tris Gel (インピトロジェン社
























に， TBSで1回， Tween20-TBSで5回， TBSで1回
洗浄し 0.1% BSA-Tween20-TBS溶液で 1000倍に希
釈したアルカリフォスファターゼ標識抗ヒト免疫グ
ロブリン E抗体 (AmericanQoalex)で室温， 1時間
の反応を行った。その後， TBSで 1回， Tween20-














を0，0.001， 0.003， 0.01， 0.03， 0.1， 0.3， 1， 3， 10， 
30， 100， 300， 1000ng/ml/希釈液または大麦 LTP
を0，0.001， 0.003， 0.01， 0.03， 0.1， 0.3， 1， 3， 10， 
30， 100， 300， 1000， 3000， 10000， 30000， 100000， 
300000， 1000000ng/ml /希釈液 50μlずつ添加し
370Cで1時間放置した。洗浄液で6回洗浄後，希釈
液で 3000倍希釈したペルオキシダーゼ標識ポリク





















において LTPは12kDa， 50 kDaのタンパク質に次い
で存在比率が高いと思われるが，血清との反応性は，
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図 1 ヒト血清を用いたウエスタン解析
































































































































PAGEにより行った。 a:分子量マーカー， b: apply 10μg， C: CM-素通り画分 3μg，
d: CM-① 10μg， e: CM-② 10μg， f: CM-③ 5μg 











































6 。。 e 
elution vol (ml) 
疎水性クロマトグラフィー
クロマトグラフィーの条件は実験方法に示した。分画したタンパク質の確認を SDS-
PAGEにより行った。 a:分子量マーカー， b: apply 10同， c: Butyl-① 1μg， d: 
Butyl-② 1μg， e: Butyl-③5問
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